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摘要 在 免疫 分 析 和 生物 芯片 中 ,抗原 -抗体 特异 性 结合 被 广泛 应 用 , 其 中 抗体 的 固定 化 是 研发 高 效 诊 断 和 分 
离 工 具 的 关键 环节 . 生物 分 子 工程 、 材 料 化 学 与 交 联 剂 化 学 的 进步 极 大 地 促进 了 抗体 固定 化 技术 的 发 展 ， 抗 
体 可 以 通过 物理 吸附 、 共 价 偶 联 和 亲 和 相 互 作用 国定 到 不 同类 型 的 固 相 表面 . 抗体 固定 化 的 目标 是 以 一 种 
正确 的 空间 取向 将 抗体 固定 到 固 相 表面 ， 在 完全 保留 抗体 构象 和 活性 的 同时 最 大 化 抗原 的 结合 能 力 ， 这 对 
相 化 抗体 的 分 析 性 能 至 关 重 要 ,本文 对 固定 抗体 到 固 相 载体 表面 的 各 种 最 新 方法 进行 了 阐述 ， 包 括 物理 
吸附 法 ， 通 过 羧基 、 气 基 、 斑 基 、 糖 基 和 点 击 化 学 的 共 价 结合 法 以 及 基于 生物 亲 和 作 用 的 固定 法 ， 并 对 
定 化 抗体 的 表征 方法 进行 了 归纳 ， 最 后 对 抗体 固定 化 方法 的 发 展 方向 进行 了 展望 . 
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Abstract The antigen-antibody specific binding reaction is widely used in immunoassays and biochips in which 
antibody immobilization play a key role in the development of efficient diagnostics and separation tools. Progress 
in the field of biomolecular engineering, material chemistry and crosslinker chemistry have greatly promoted the 
development of antibody immobilization techniques. Antibody can be immobilized on different types of 
solid-phase surfaces by physical adsorption, covalent attachment and affinity-based interaction. The aim of 
antibody immobilization is to full retain antibody comformation and activity while maximize the antigen binding 
capacities by immobilizing antibody to the surface in the right orientation which is critical to the analytical 
performance. This paper reviews the most recent methods for immobilization of antibody on solid-phase surface, 


including physical adsorption, covalent binding through carboxyl, amine, thiol, carbohydrates as well as click 
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chemistries, and through bioaffinity techniques. The characterization methods for the investigation of immobilized 
antibodies are summarized. In addition, future perspectives for methods of antibody immobilization are also 


discussed. 
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1 引言 


人 免疫 分 析 、 和 蛋白 芯片 和 生物 传感器 技术 由 于 其 灵敏 度 高 、 成 本 低 、 通 量 大 等 优势 ， 已 经 被 
广泛 用 于 临床 诊断 、 药 物 算 选 、 食 品 检测 和 环境 保护 等 领域 凡 ] 这 些 技 术 中 最 为 核心 的 成 分 是 
用 于 识别 名 标的 抗体 ,在 应 用 中 通常 需要 将 抗体 连接 到 固 相 表面 形成 固定 化 抗体 ,抗体 在 固 相 
表面 的 密度 、 空 间 构象 、 抗 原 结 合 位 点 的 取向 等 因素 则 对 其 抗原 捕获 能 力 有 关键 的 影响 ， 从 而 
决定 分 析 的 灵敏 度 . 

抗体 通常 是 分 子 量 大 约 为 150 kDa 的 免疫 球 蛋 白 G (Immunoglobulin G，IgG)， 其 分 子 三 
维 大 小 约 为 14x10x4 nm， 含 有 两 个 Fab 片段 和 一 个 Fe 片段 ， 两 个 Fab Fr Be FH BC HEX AY BE 
结合 在 一 起 形成 F(ab”) 片段 的 . 不 同 抗体 的 Fab 片段 其 氨基 酸 组 成 、 等 电 点 以 及 物理 结构 均 有 
较 大 差异 ， 这 对 抗体 在 固 相 表面 的 取向 起 决定 作用 . 在 理想 状态 下 ， 固 定 的 抗体 应 保持 天 然 构 
RR, Fe 片段 朝 同 固 相 表 面 ，Fab 片段 则 暴露 于 液 相 中 ， 相 邻 的 抗体 分 子 之 间 不 存在 抗原 结合 尼 
空间 位 阻 ， 以 此 最 大 化 抗原 的 结合 能 力 . 但 是 通常 在 随机 固定 的 抗体 中 会 有 不 同 的 空间 取向 ， 
使 得 抗体 丧失 了 部 分 的 活性 《〈 图 1) e, 


骆驼 重 链 IgG 


REE M 尾 朝 下 头 朝 下 平角 


1 抗体 的 结构 及 固定 化 抗体 的 空间 取向 


Fig. 1 Structure of antibodies and the orientation of immobilized antibodies 


近年 来 , 随 着 对 分 析 方 法 灵敏 度 要 求 的 不 断 提 高 , 抗体 的 固定 化 研究 也 取得 了 很 大 的 进展 . 
研究 人 员 主 要 从 两 个 方面 对 抗体 的 固定 方法 进行 不 断 改进 : 一 是 对 固 相 材料 本 身 进行 化 学 改 
性 ， 降 低 其 非特 异性 吸附 ; 二 是 对 固定 方法 进行 改进 ， 使 抗体 在 表面 的 固定 具有 更 强 的 定向 性 
MAFIE. 


2 ”抗体 固定 化 方法 


2.1. 物理 吸附 


SES BA ee TS IL PS BE. ELE AS tz FO A A EE EME H Se SESE OT RE E e AH 
表面 ， 是 目前 最 简单 的 抗体 固定 方法 . 物理 吸附 的 优点 是 反应 简单 ， 快 速 且 不 需要 添加 偶 联 试 
剂 或 对 目标 抗体 进行 修饰 ， 但 有 以 下 缺陷 : a 不 可 控制 抗体 偶 联 的 定向 性 ， 抗 体 吸 附 至 固 相 
表面 的 随机 性 强 ， 可 能 会 屏蔽 其 结合 位 点 使 抗原 结合 活性 下 降 ，b. 不 能 控制 固定 抗体 的 密度 
从 而 产生 空间 位 阻 ;，c. 物理 吸附 结合 力 相对 较 弱 ， 在 后 续 应 用 时 抗体 可 能 发 生 解 吸附 . 

常用 于 固定 抗体 的 固 相 材料 包括 塑料 〈 聚 葵 乙 燃 和 硅 树 脂 员 )， 膜 〈 硝 酸 纤 维 素 膜 0 和 尼龙 
(8) ) 和 人 金属 表面 外 其 中 聚 茶 乙烯 是 最 广泛 应 用 于 酶 联 免 疫 吸 附 测定 (Enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA) 的 固 相 载体 490. 为 了 改善 物理 吸附 的 负面 影响 ， 许 多 研究 者 通 
过 对 固 相 载体 进行 修饰 从 而 提高 其 杀 水 性 及 生物 相 容 性 . Wang SEUA ARA TE F E KE A 
对 聚 葵 乙 烯 表面 进行 修饰 , 并 通过 癌 胚 抗原 的 时 间 分 辨 免疫 荧光 测定 来 评价 玻 水 蛋白 改 性 的 聚 
葵 乙 烯 对 抗体 的 吸附 性 能 ， 玻 水 和 蛋白 可 在 聚 茶 乙烯 表面 自 组 装 形成 10 nm 厚 的 两 杀 性 膜 ， 疏水 
部 分 与 聚 葵 乙烯 结合 ， 亲 水 部 分 与 抗体 结合 ; 结果 表明 ， 两 亲 性 膜 不 仅 可 增加 聚 茶 乙 烯 的 杀 水 
性 , 还 可 以 通过 静电 作用 固定 抗体 ; 修饰 后 的 聚 茶 乙 烯 对 交 胚 抗原 的 检测 范围 为 5-600 ng/mL, 
相对 于 未 修饰 的 聚 茶 乙 烯 具 有 更 高 的 灵敏 度 和 更 低 的 非特 异性 吸附 . 

Xu 等 0 使 用 原子 力 显 微 镜 (Atomic force microscopy, AFM) 和 中 子 反 射 (Neutron 
reflectometry, NR) 研究 在 亲 水 性 二 氧化 硅 / 水 界面 处 的 小 鼠 抗 人 绒毛 膜 促 性 腺 激素 B 单 位 单 克 
隆 抗 体 的 构象 取向 ， 发 现 抗 体 主 要 以 “平山 ”的 方式 与 表面 结合 ， 即 Fe 端 与 Fab 端 均 平 躺 在 
表面 上 ，AFM 成 像 进一步 显示 相 邻 的 抗体 分 子 由 于 相互 作用 在 表面 形成 了 不 均匀 的 聚集 体 . 

Zeliszewska 等 [3 通过 多 普 勒 激光 测速 电泳 迁移 率 测量 法 和 AFM 测定 蛋白 质 最 大 的 覆盖 度 
来 研究 单 克 隆 IgG 吸附 在 带 负电 蓓 聚 茶 乙烯 微 球 表面 的 机 制 ,研究 表明 IgG 吸附 到 聚 葵 乙烯 微 
球 上 是 不 可 逆 的 , pH 在 3.5~10 Z EAZ H IgG 结构 是 稳定 的 , IgG 最 大 的 覆盖 率 在 2.1~3.4 mg 
2; 证 实 IgG 抗体 与 白 蛋 白 分 子 比 较 ， 对 聚 茶 乙 烯 具有 更 高 的 杀 和 力 ， 因 此 在 pH7.4 下 使 用 
白 恒 白 作 为 封闭 剂 的 效果 可 以 忽略 ,封闭 步骤 可 省 略 , 该 结果 证 明 IgG 抗体 与 白 蛋 白 分 子 比 较 ， 
对 聚 葵 乙 烯 具 有 更 高 的 亲和力 . 


m 


2.2. 通过 抗体 -C00H，-NH; 的 抗体 固定 化 

共 价 偶 联 可 改善 物理 吸附 的 不 足 之 处 , 减 小 抗体 固定 过 程 的 随机 性 并 增强 固定 抗体 的 稳定 
性 . 组 成 抗体 的 20 种 天 然 氨 基 酸 中 ， 只 有 赖 氨 酸 、 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 等 很 少儿 种 氨基 酸 的 侧 
链 可 用 于 共 价 偶 联 ， 而 对 于 其 他 氨基 酸 则 由 于 包 埋 在 抗体 内 部 不 可 接近 、 反 应 性 弱 或 不 可 控 而 
很 少 用 于 偶 联 . 除 侧 链 的 e- 氨 基 外 ,NN 末端 的 a- 氨 基 和 C 末端 的 羧基 也 具有 较 强 的 反应 活性 . 一 
个 典型 的 IgG 分 子 上 大 约 含 有 120 个 赖 氨 酸 残 基 可 用 于 偶 联 . 

目前 最 为 广泛 应 用 于 羧基 和 和 氮 基 的 偶 联 剂 为 1- (3- 二 甲 氮 基 两 基 ) -3- 乙 基 碳 二 亚 胺 
(1-(3-DiMethylaMinopropyl)-3-ethylcarbodiiMide, EDC) "4 1 和 1- 环 已 基 -2- 吗 啉 乙 基 碳 二 亚 
fi (1-cyclohexyl-3-(2-(4-morpholinyl)ethyl)carbodiimide, CMC) 09， 它 们 可 单独 使 用 ， 一 步 法 
直接 将 抗体 固定 到 羧基 或 氨基 的 固 相 表面 . 也 可 以 用 两 步 法 ， 先 将 EDC (或 CMC) 与 N- 羟 基 
琥珀 酰 亚 胺 CN-Hydroxysuccinimide, NHS) 联合 使 用 ， 将 固 相 的 羧基 活化 成 NHS 活化 酯 ， 然 
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后 与 抗体 的 氨基 形成 酰胺 键 . 两 步 法 常 优 于 一 步 法 的 原因 在 于 两 步 法 得 到 的 NHS 更 稳定 且 活 
化 效率 高 ， 同 时 不 会 造成 一 步 法 可 能 造成 的 抗体 自身 交 联 . 

Sam 等 L171 对 EDC/NHS 活化 羧基 表面 进行 了 深入 的 研究 ， 首 先 羧基 与 EDC 反应 生成 不 稳 
定 的 O- 酰 基 脲 中 间 体 , 接 下 来 0- 酰 基 脲 中 间 体 有 三 种 反应 途径 一 与 NHS 进一步 反应 生成 相对 
稳定 的 NHS 活化 酯 ,或 与 邻近 的 法 基 反 应 生成 酸 酥 ， 或 分 子 内 发 生 酰 基 迁 移 重 排 生成 N- 酰 基 
脲 ,此 外 生成 的 酸 酥 也 可 以 与 进一步 反应 NHS 生成 一 分 子 的 活化 酯 和 一 分 子 的 凑 酸 (图 2). 单 
纯 通 过 酸 醛 途径 产生 的 NHS 活化 酯 效率 不 高 ， 只 有 在 EDC 和 NHS 的 浓度 在 特定 的 范围 时 才 
能 使 羧基 活化 基本 完全 . 


St Sy, 


Yad 


EDC = CH,-CH,-N=C= -N(CHDA 上 
‘CH, 


NHS = H 
Si 


N-RER 
2 EDC/NHS St#ERAW RMA) 


Fig. 2 Reaction mechanism of carboxylated surface activated by EDC/NHS 


有 研究 表明 并 不 是 EDC/NHS 两 步 法 一 定 优 于 EDC 一 步 法 ，Vashist08 研 究 3-228 AE = 
乙 氧 基 硅烷 CAPTES) 修饰 金 芯片 和 96 孔 板 表 面 ， 与 抗 人 胎 球 蛋白 A (HFA) 偶 联 ， 单 独 使 
FA EDC, 45 NHS 或 sulfo-NHS 组 合 使 用 ， 并 用 表面 等 离子 共振 〈Surface plasmon resonance, 
SPR ) 免 疫 测定 和 夹心 ELISA 作 比 较 , 结 果 表 明 EDC E pH7.4 F Et EDC/NHS 和 EDC/sulfo-NHS 
更 有 效 地 将 抗 HFA 抗体 与 APTES 官能 化 的 回 相 表面 交 联 . Raghav 等 069] 使 用 三 种 策略 固定 
CA125 抗体 : OH EDC/NHS 活化 标 柑 酸 盐 包 歼 金 纳 米 颗 粒 〈cittAuNPs); 直接 在 cit-AuNPs 
上 进行 物理 吸附 ; QE REE 工 -天 冬 酰 腕 包 履 的 cit-AuNPs 上 进行 物理 吸附 ， 结 果 显 示 第 三 种 方 
案 比 其 他 两 种 方法 有 更 高 的 灵敏 度 ， 且 和 氨基酸 包 覆 cit-AuNPs 确保 定向 固定 ， 较 少 随机 化 . 

将 氨基 与 抗体 偶 联 的 另 一 种 常用 的 交 联 剂 为 成 二 醛 C0. Gunda 等 1 使 用 APTES 包 覆 在 硅 
基地 表面 形成 稳定 的 硅烷 层 ， 再 经 过 戊 二 醛 处 理 接 上 醛 基 接 头 ， 与 抗体 进行 偶 联 .夹心 免疫 测 
定 结果 显示 硅烷 的 包 有 履 层 有 助 于 增加 固 相 表面 上 生物 分 子 的 密度 , 进一步 提高 免疫 测定 的 灵敏 
度 . 

基于 氨基 和 羧基 的 抗体 固定 随机 性 较 强 , 有 时 在 Fab 片段 抗原 结合 区 域 附近 会 有 反应 性 较 


强 的 氮 基 或 羧基 ， 此 时 通过 氢 基 或 羧基 的 固定 方式 容易 造成 抗体 的 失 活 . 


2. 3， 通过 -SH 对 抗体 进行 定向 偶 联 

半 胱 氨 酸 是 唯一 拥有 侧 链 丢 基 的 天 然 氨 基 酸 , 在 蛋白 质 中 平均 含量 小 于 1% 41, 但 在 IgG 
分 子 中 ， 游 离 琉 基 是 极为 罕见 的 . 半 胱 氨 酸 的 侧 链 丢 基 通常 以 二 硫 键 的 形式 包 埋 在 蛋白 质 三 维 
结构 的 内 部 ， 利 用 二 硫 苏 糖 醇 (DTT)、 琉 基 乙 醇 、 三 (2- 凑 乙 基 ) 腾 等 还 原 抗体 贸 链 区 的 二 
硫 键 可 以 生成 游离 琉 基 P5-29. 琉 基 的 pKs 在 8.5 左右 ， 在 中 性 和 酸性 条 件 下 表现 杀 核 性 ， 可 以 
通过 表面 含有 ou- 乙酰 库 或 者 马 来 酰 亚 胺 基 团 的 固 相 表面 进行 定向 固定 B030, 得 到 的 固 相 抗体 在 
水 溶液 中 可 以 稳定 保存 B21. 

最 常用 的 乙酰 抑 衍 生物 是 包含 碘 乙 酰基 的 复合 物 , 碘 乙 酰基 可 以 通过 对 称 酸 酬 结构 连接 到 
含有 氨基 的 微粒 上 ,使 固 相 表面 的 末端 基 团 由 氨基 转换 为 碘 乙 酸 基 团 ,随后 和 抗体 上 的 琉 基 基 
团 进行 定 回 偶 联 B31. 碘 乙 酰基 在 pH 7.0 能 与 抗体 中 的 组 氨 酸 侧 链 或 末端 氨基 反应 , 但 通过 控制 
反应 物 含 量 和 pH， 可 以 使 抗体 的 琉 基 成 为 唯一 反应 基 团 94. 

马 来 酰 亚 胺 的 双 键 在 pH 6.5-7.5 的 范围 和 和 玩 基 有 很 高 的 反应 活性 . 利用 同型 或 者 异型 双 功 
能 交 联 剂 ， 可 以 将 固 相 表面 末端 的 氨基 或 者 羧基 转化 为 马 来 酰 亚 胺 基 团 B5; 在 合成 固 相 颗粒 时 
也 可 以 直接 在 颗粒 上 包 被 末端 含有 马 来 酰 亚 胺 的 聚合 物 ， 用 来 和 抗体 的 琉 基 偶 联 B91. 

除了 上 述 常见 的 反应 外 , 琉 基 还 可 以 和 人 氮 两 环 开 环 杀 核 加 成 反应 形成 偶 联 . Giulia Tuci 44:07] 
报道 合成 了 表面 为 氮 丙 环 的 多 壁 碳 纳 米 管 (multi-walled carbon nanotubes, MWCNTs), AZ 
甲酸 叔 丁 酯 加 入 到 含有 MWCNTs 的 邻 二 毛茶 溶液 中 ， 通 过 [2+1] 环 加 成 反应 ， 生 成 叔 丁 氧 痰 基 

(t-Butyloxy carbonyl, BOC) 一 多 壁 矶 纳米 管 (MW@NBOC) 中 间 结 构 ， 随 后 在 动态 超 高 真空 
控制 下 热处理 12 小 时 ， 使 MWQ@NSoc 生 成 表面 为 氮 丙 环 的 多 壁 碳 纳米 管 CMW@N47), KA 
终 产 物 MWG@N^ 汉 保存 在 氮气 环境 中 更 加 稳定 . 这 使 通过 表面 为 氮 丙 环 的 固 相 对 抗体 琉 基 进行 
定向 偶 联 成 为 可 能 . 

2. 4， 点 击 化 学 用 于 抗体 固定 化 

点 击 化 学 是 2001 年 由 美国 化 学 家 Sharpless 提出 的 合成 概念 38, 其 中 以 受 氮 化 物 和 烽 烃 的 
1,3- 侦 极 环 加 成 反应 生成 1.2,3- 三 唑 最 具有 代表 性 . 该 反应 条 件 温 和 ,， 产 率 高 ,近年 来 在 蛋白 万 
其 是 抗体 的 固定 化 中 应 用 逐渐 增多 . 

Finetti 等 B31 用 该 方法 合成 了 偶 联 羊 抗 鼠 IgG 的 金 纳 米粒 ,具体 过 程 为 : 首先 在 制备 的 金 纳 
米粒 表面 生长 一 层 极 薄 的 SOJ, AHR (DMA-PMA-MAPS) GR, 38 UE LGA 
Wee; 28a FA azido-PEGs-NHS 修饰 IgG 引入 有 登 氮 基 ， 最 后 将 聚合 物 包 履 的 金 纳米 粒 和 修饰 的 
IgG 在 CuSO4/= (3-A AZ = MASE ASE) 胺 伟 -抗坏血酸 的 辅助 下 发 生 点 击 反应 . 

13- 偶 极 环 加 成 反应 分 为 Cu(D 众 化 的 反应 和 无 催化 剂 两 种 类 型 ， 由 于 Cu 可 能 对 某 些 敏 
感 的 蛋白 具有 损害 作用 ， 因 此 对 于 涉及 蛋白 的 反应 人 们 更 多 采取 的 是 无 众 化 剂 的 环 加 成 , 例如 
环 张力 驱动 的 环 加 成 (strain-promoted azide-alkyne cycloaddition, SPAAC), HWER 
ARAKA RE, BOER. 

Beekwilder FMK H Ie BEDS HI EX VHH) 构建 了 一 种 SPR 生物 传感器 用 于 口 蹄 


疫病 毒 的 检测 ， 在 基因 重组 的 VHH 的 C- 末 端 引 入 侧 链 带 有 番 氮 基 的 丙 氨 酸 ， 将 传感器 必 片 表 
HIIR P ER RIR m a A RER PEG 衍生 物 , VHH 和 葡 聚 糖 通过 点 击 反 应 键 合 在 一 起 


2.5. 利用 糖 基 国定 化 

通常 情况 下 ,抗体 的 Fc 端 均 有 不 同 程 度 的 糖 基 化 修饰 , Fc 端 远离 抗体 的 抗原 结合 区 域 Fab， 
通过 Fc 端 进行 抗体 固定 能 够 使 抗体 获得 更 好 的 空间 取向 ， 保 留 更 多 的 抗原 结合 能 力 . 利用 糖 
基 固 定 化 抗体 的 方法 主要 有 高 碘 酸 钠 氧化 法 及 亚 硼 酸 连 接 法 . 


2. 5. 1， 高 碘 酸 钠 氧 化 法 

利用 高 碘 酸 钠 氧 化 糖 基 的 顺 式 二 醇 产生 游离 醛 基 ,然后 固定 到 氨基 或 栈 有 午 表面 . 高 碘 酸 钠 
氧化 顺 式 二 醇 产生 醛 基 的 关键 点 在 于 抗体 氧化 程度 的 控制 , 氧化 程度 不 足 会 导致 引入 的 醛 基数 
量 少 ， 影 响 后续 的 反应 ， 氧 化 过 度 会 导致 形成 羧基 而 不 是 醛 基 ， 而 且 会 修饰 抗体 的 其 他 氨基 酸 
残 基 而 使 抗体 部 分 失 活 . Wolfe 等 种 以 多 克隆 兔 IgG 为 模型 ， 研 究 了 高 碘 酸 钠 在 醋酸 盐 缓 冲 液 
中 对 IgG 的 氧化 反应 ， 发 现 控 制 高 碘 酸 钠 浓度 、pH、 温 度 和 时 间 ， 可 以 精确 控制 IgG 上 修饰 
的 醛 基数 量 . IgG 上 引入 醛 基 以 后 ， 可 以 和 和 氨基 形成 席 夫 碱 ， 席 夫 碱 不 稳定 ， 需 要 用 NaBH4 或 
者 NaCNBHs 还原 成 稳定 的 仲 胺 ,由 于 IgG 分 子 自身 也 有 许多 氨基 能 够 与 男 一 IgG 分 子 的 醛 基 
形成 席 夫 碱 ， 可 能 会 形成 自身 交 联 而 降低 固定 化 效率 ， 因 此 更 为 实用 的 方法 是 将 醛 基 化 的 IgG 
在 弱酸 性 条 件 下 连接 到 酰 有 圣 的 表面 ， 此 时 形成 的 席 夫 碱 最 少 , 生成 的 逐 键 相对 于 席 夫 碱 也 更 加 
稳定 ， 可 以 满足 大 多 数 应 用 的 需要 ， 如 果 需 要 ， 还 可 以 用 NaCNBH3 将 其 还 原 为 更 加 稳定 的 取 
ARIE. Puertas 等 [采用 高 碘 酸 钠 氧化 法 将 抗 hCG 抗体 固定 到 Estapor® 氨基 磁性 微 球 上 ， 制 
备 的 微 球 用 于 侧 向 免疫 层 析 的 检测 灵敏 度 显 著 高 于 用 EDC/NHS 固定 的 抗体 . 


2. 5. 2. 亚 硼酸 连接 法 

亚 硼酸 下 能 与 糖 基 的 顺 式 二 醇 形成 五 元 环 或 六 元 环 的 硼酸 醋 ， 基 于 这 一 相互 作用 ,近来 有 
较 多 用 连接 有 氨基 茶 硼 酸 的 支持 物 来 定 辐 固定 抗体 的 报道 . 尽管 亚 硼酸 与 顺 式 二 醇 的 反应 在 
室温 即 可 进行 ,但 形成 的 酯 在 生理 条 件 下 不 稳定 ， 其 他 糖 和 蛋白 有 可 能 竞争 结合 亚 硼 酸 导致 已 固 
定 蛋 白 的 脱落 .Adak 等 四] 用 一 种 交 联 剂 元 服 了 亚 硼酸 连接 法 的 这 一 缺陷 . 这 种 交 联 剂 具有 分 支 
结构 ， 分 文 的 一 端 含有 亚 硼酸 基 团 ， 另 一 端 含有 光 反 应 性 的 双 咱 两 听 〈 图 3)， 首 先 将 玻 片 表 
面 修饰 这 种 双 功 能 交 联 剂 , 然后 将 抗体 与 亚 硼 酸 基 团 反 应 形成 硼酸 酯 使 抗体 获得 正确 的 空间 取 
向 ， 最 后 在 365 nm 的 紫外 光照 下 活化 双 呼 丙 啶 形成 有 活性 的 碳 烯 中 间 体 ， 该 中 间 体 与 最 邻近 
的 抗体 侧 链 形成 稳定 的 共 价 键 . 

利用 糖 基 固 定 抗体 的 不 足 之 处 是 抗体 的 糖 基 化 程度 不 一 , 某 些 单 抗 糖 基 化 程度 低 甚 至 没有 
糖 基 化 修饰 ， 限 制 了 这 种 方法 的 应 用 . 
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Fig. 3 Photo affinity probe-assisted BA conjugation for antibody immobilization 


2.6. Staudinger 连接 固定 抗体 

Staudinger 连接 是 Saxon FMEA Staudinger 反应 的 基础 上 作出 的 一 种 改进 形式 ， 反 应 
的 发 生 需 要 车 氨基 和 含有 腾 的 酯 或 硫 酯 参与 . 其 反应 机 理 为 首先 闭 氮 基 和 腾 结 合 形成 腾 亚 胺 
中 间 体 ， 然 后 腾 亚 胺 的 NN 原子 对 酯 键 的 C 发 动 亲 核 进 攻 形 成 五 元 环 的 氨基 腾 盐 ， 随 后 五 元 坏 
水 解 形成 酰胺 键 . Staudinger 连接 在 水 溶液 中 发 生 , 反应 温和 可 控 ， 几乎 定量 生成 产物 而 没有 显 
著 的 副 产 物 . 

Soellner 等 (51 首次 报道 采用 Staudinger 连接 固定 蛋白 ,他 们 以 核糖 核酸 酶 S: 作 为 蛋白 模型 ， 
先 在 15 残 基 的 多 肽 主 链 或 侧 链 上 引入 受气 基 ， 然 后 通过 Staudinger 连接 固定 在 末端 含有 二 茶 
基 腾 的 玻 片 表面 ， 再 将 修饰 的 玻 片 与 核糖 核酸 酶 $ 的 残余 序列 温 育 ， 两 者 结合 形成 具有 催化 
活性 的 完整 的 核糖 核酸 酶 S”. Staudinger 连接 固定 蛋白 的 主要 缺点 在 于 需要 在 蛋白 中 引入 含羞 
氮 基 的 氨基 酸 ， 例 如 甲 硫 氨 酸 类 似 物 (2S)-2- 氨 基 -4- 营 氨基 汪 烷 酸 9， 或 非 天 然 氨 基 酸 p-BA 
基 -L- 茶 丙 氨 酸 (I， 可 能 会 对 蛋白 的 活性 有 影响 . 


2.7. Diels-Alder 反应 固定 抗体 

Diels-Alder 是 有 机 合成 中 广泛 应 用 的 一 类 经 典 反应 ,通常 指 的 是 顺 式 1.3- 二 烯 底 物 与 另 一 
个 双 键 或 三 键 底 物 经 过 环 加 成 反应 生成 不 饱和 六 元 环 的 反应 . 由 于 Diels-Alder 反应 在 水 相 中 
比 有 机 相 中 具有 更 快 的 反应 速率 和 更 好 的 立体 选择 性 , 因此 尤其 适用 于 和 蛋白质 的 固定 . Shi S81 
合成 了 一 种 可 生物 降解 的 接 校 共聚 物 ， 并 用 透析 法 制备 成 自 组 装 的 纳米 粒 ， 纳 米粒 表面 含有 呐 
喃 基 团 ， 然 后 将 Herceptin 单 抗 的 糖 基 进 行 修饰 ， 引 入 马 来 酰 亚 胺 基 团 ， 最 后 将 纳米 粒 和 马 来 
酰 亚 胺 修饰 的 抗体 在 弱酸 性 缓冲 液 中 37C 温 育 反应 得 到 靶 向 HER2 过 度 表 达 的 乳腺 瘤 细 胞 的 
人 免疫 纳米 粒 ， 这 种 纳米 粒 具有 用 于 靶 疝 药物 载体 的 潜能 (图 4) . 
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Fig. 4 Preparation of Herceptin monoclonal antibodies conjugated nanoparticles by Diels-Alder reaction 


2.8. 自然 化 学 连接 固定 抗体 

自然 化 学 连接 是 最 早 由 Kent 提出 的 一 种 用 于 连接 两 条 多 肽 链 合成 蛋白质 的 方法 的 ， 其 原 
理 是 一 条 多 肽 链 氮 基 末 端的 半 胶 氨 酸 残 基 对 另 一 条 多 肽 链 末 端 w- 羚 基 的 人 硫 酯 进行 亲 核 进攻 , TB 
成 的 硫 酯 中 间 体 自发 重 排 生成 在 连接 位 点 处 具有 一 个 天 然 肽 键 的 连接 产物 , 

Reulen 等 560 以 增强 型 黄色 荧光 蛋白 〈EYFP) 为 模型 ， 研 究 了 用 自然 化 学 连接 将 EYFP [Al 
定 到 脂 质 体 上 的 过 程 . 首先 在 大 上 肠 杆 菌 中 表达 带 有 内 含 肽 和 几 丁 质 结 合 结构 域 (CBD ) 的 EYFP 
融合 和 蛋白， 将 EYFP 融合 蛋白 结合 到 几 丁 质 树 脂 上 ， aes MENA A 
诱导 内 含 肽 自 剪 切 形成 C 末端 含有 硫 酯 的 EYFP,， 最 后 将 含有 硫 酯 的 EYFP 通过 自然 化 学 连接 
固定 到 表面 含有 半 胱 氨 酸 的 脂 质 体 上 (图 5) . 
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图 5 末端 含有 硫 酯 的 EYFP 及 连接 有 EYFP 的 脂 质 体 的 制备 [5] 


Fig. 5 Preparation of thioester-terminated EYFP and EYFP functioned liposomes 


2.9. 基于 亲 和 作 用 的 抗体 固定 


2.9.1. BNE WR BERANE 

生物 素 和 链 霉 亲 和 素 具有 极 强 的 亲和力 (Ka=104 L/mol)， 链 霉 亲 和 素 具 有 四 个 生物 素 结 
合 位 点 ， 四 个 位 点 两 两 靠近 ， 使 得 链 霉 亲 和 素 可 以 作为 桥 连 分 子 将 生物 素 化 的 蛋白 和 固 相 连接 
在 一 起 . Yang O'R AA AE tRNA 合成 酶 / 阻 抑 tRNA 和 Avitag/BirA 技术 制备 了 可 被 光 活化 的 
生物 素 化 Z 结构 域 (来 源 于 蛋白 A 的 B 结构 域 ， 仅 与 抗体 的 Fe 片段 结合 ) 突变 体 ， 然 后 在 紫 
外 照射 下 将 其 与 IgG 交 联 (图 6)， 使 抗体 的 Fe 片段 被 定向 生物 素 化 ， 与 NHS-biotin 对 IgG 的 
随机 生物 素 化 相 比 ， 定 向 生物 素 化 的 IgG 具有 更 高 的 灵敏 度 . 
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Fig. 6 Site-specific and covalent conjugation strategy for IgG biotinylation 


2.9.2. 通过 蛋白 A 和 和 蛋白 G 的 固定 

蛋白 A 和 和 蛋白 G 分 别 是 金黄 色 和 葡萄 球菌 和 链球 菌 细胞 壁 上 的 一 种 蛋白 成 分 ， 与 哺乳 动物 
血清 中 IgG 具有 高 度 的 杀 和 性 ， 目 前 这 两 种 重 白 常用 于 单元 隆 抗体 的 杀 和 层 析 纯化 . 由 于 和 蛋白 
A MEA G 结合 的 是 IgG 的 Fe 端 ， 因 此 通过 和 蛋白 A 和 和 蛋白 G 为 桥 连 固 定 的 抗体 具有 Fab 端 
游离 的 空间 取向 ， 因 此 最 大 程度 保留 了 抗原 结合 的 能 力 ， 在 一 项 早期 研究 中 ，Schneider 4457] 
用 先 用 结合 有 蛋白 A 的 Sepharose CL-4B 凝 胶 与 目标 单 抗 温 育 , 使 单 抗 通过 香 白 A 结合 到 凝 胶 
上 ， 然 后 通过 交 联 剂 己 二 酰 亚 胺 酸 二 甲 酯 (Dimethyl adipimidate) 将 单 抗 和 蛋白 A 化 学 交 联 形 
成 稳定 的 复合 物 , 该 复合 物 在 强酸 、 强 碱 缓冲 液 以 及 含有 高 浓度 表面 活性 剂 中 溶液 中 均 有 良好 
的 稳定 性 . 这 种 杀 和 基质 可 用 于 从 细胞 裂解 物 中 一 步 分 离 目 标 单 抗 对 应 的 误 抗 原 . Soler 等 [3 在 
末端 具有 烷 基 硫 醇 的 自 组 装 单 层 (self-assembled monolayer, SAM) 上 将 蛋白 G 共 价 固定 ， 然 
后 通过 蛋白 G 将 待 固定 的 抗体 捕获 ， 最 后 用 交 联 剂 双 《人 硫 代 政 珀 酰 亚 胺 ) 辛 二 酸 酯 将 蛋白 G 
和 抗体 共 价 连接 . 


2.9.3. Fc 结合 多 肽 介 导 的 固定 

相对 于 蛋白 A 或 蛋白 G 而 言 , 与 抗体 Fe 端 具有 亲和力 的 小 分 子 多 肽 具有 更 好 的 灵活 性 和 
稳定 性 , 在 抗体 的 固定 中 也 偶 有 应 用 . Jung 等 鸣 将 环 状 多 肽 通过 PEG 的 连接 臂 固定 到 羧基 葡 聚 
糖 的 芯片 表面 ， 抗 C- 反 应 蛋白 (CRP) 多 元 隆 抗体 通过 Fe 端 与 多 肽 的 灯 和 作用 间接 固定 到 艺 
片 表面 ， 用 这 种 方式 固定 的 抗体 相对 于 EDC/NHS 连接 固定 的 抗体 ， 其 CRP 结合 能 力 显 著 提 
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ray. 


2.9.4. DNA 介 导 的 固定 

基于 两 条 互补 的 DNA 链 的 高 度 特异 性 结合 ， 利 用 DNA 杂交 也 可 以 作为 固定 蛋白 的 一 种 
手段 ， 可 以 根据 需要 将 硫 代 吡 啶 基 或 马 来 酥 亚 胺 基 修 饰 的 守 核 苷 酸 与 蝇 白 的 半 胱 氨 酸 残 基 侦 
联 ， 或 将 NHS 修饰 的 寡 核 昔 酸 与 蛋白 的 赖 氨 酸 残 基 偶 联 ， 或 者 将 醛 基 修饰 的 寡 核 昔 酸 连接 到 
APE TRS. 在 固 相 表面 引入 与 抗体 上 喜 核 昔 酸 互补 配对 的 反 义 寡 核 苷 酸 链 ， 从 而 将 抗 
体 通 过 DNA 的 “桥接 ”固定 在 固 相 表面 . Seymour 等 5 构建 了 一 种 可 以 检测 单个 纳米 粒子 的 单 颗 
粒 干涉 反射 成 像 传 感 器 (single-particle interferometric reflectance imaging sensor), ABAJA H X 
光 轴 向 定位 技术 对 偶 联 了 DNA 序列 的 抗体 在 芯片 聚合 物 的 三 维 表面 进行 了 表征 ， 观 察 表明 
DNA 连接 臂 显 著 提 高 了 抗体 在 三 维 表 面 的 高 度 . 他 们 还 用 这 种 芯片 对 假 型 水 疱 性 口 炎 病毒 进 
行 了 检测 ， 结 果 表 明 通 过 DNA 固定 的 抗体 达到 最 大 病毒 捕获 效率 时 的 抗体 密度 为 0.72 
ng/mm?, 而 通过 常规 的 NHS 法 直接 固定 的 抗体 则 为 其 六 倍 . Seymour 等 认为 直接 固定 的 抗体 之 
间 存 在 空间 位 阻 ， 封 闭 了 部 分 抗原 结合 位 点 ， 而 通过 DNA 固定 的 抗体 由 于 与 聚合 物 表面 的 距 
离 增 大 ， 空 间 位 阻 效 应 不 显著 ， 因 此 具有 更 高 的 抗原 捕获 效率 . 


2.9.5. 核 苷 酸 结合 位 点 (nucleotide binding site, NBS) 介 导 的 抗体 固定 


核 背 酸 结合 位 点 是 所 有 免疫 球 蛋 白 分 子 可 变 区 中 的 高 度 保守 区 域 ，NBS 序列 中 富 含 廊 香 
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族 氮 基 酸 ， 这 些 芳香 氮 基 酸 可 以 与 核 音 酸 或 其 他 带 有 侧 链 茶 环 的 氨基 酸 发 和 后 rr 推 积 作用 而 显 
示 较 高 的 亲和力 . Bilgicer 研究 组 569 鉴定 了 一 种 小 分 子 配 体 电 唆 -3- 丁 酸 〈Indole-3-butyric acid, 
IBA)， 其 与 不 同 亚 型 抗体 的 NBS 具有 Ka 为 1~ 8 uM 的 亲和力 . 他 们 先 将 IBA 的 衍生 物 共 价 
连接 到 马 来 酸 醛 聚 合 物 包 被 的 96 孔 板 上 ， 然 后 IBA 通过 与 NBS 的 杀 和 作用 将 抗体 捕获 到 微 
孔 板 表面 ，IBA 的 茶 环 和 抗体 氨基 酸 侧 链 的 茶 环 在 空间 足够 接近 时 ， 用 特定 波长 (254 nm) 的 
紫外 光照 激发 会 产生 高 活性 的 自由 基 ， 形 成 将 两 茶 坏 相连 的 共 价 键 (图 7). 进一步 研究 发 现 ， 
通过 NBS 固定 的 抗体 比 通过 氨基 固定 的 抗体 和 物理 吸附 固定 的 抗体 均 具有 更 强 的 抗原 的 结合 
能 力 . 近来 , Bilgicer 等 5] 又 将 生物 素 化 和 核 昔 酸 结 合 位 点 两 者 结合 起 来 , 采用 IBA-EGi1-biotin 
将 抗体 Fab 片段 的 NBS 区 域 定向 生物 素 化 ， 再 通过 中 性 杀 和 素 包 被 的 微 孔 板 固定 生物 素 化 的 
Fab, ELISA 检测 的 灵敏 度 显 著 高 于 NHS-biotin 标记 的 Fab. 


抗原 结合 位 点 


CNH 
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HN of UN 5 


HN 


Ir 
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f° 
Ni 
HO 


o OHN 1. 抗体 
O HO 一 一 2 
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Fig. 7 Site-specific immobilization of antibodies via UV-assisted binding at the nucleotide binding site 


2.9.6. 基于 金属 鳌 合 作用 的 抗体 固定 

多 聚 组 氨 酸 标签 是 目前 重组 蛋白 中 最 常用 的 标签 之 一 , 由 于 多 聚 组 氨 酸 在 多 种 条 件 下 都 可 
以 结合 到 过 渡 金 属 离 子 Ni*、Co** 等 固定 化 的 金属 离子 上 ， 因 此 这 些 金属 离子 常用 于 亲 和 纯 化 
带 有 多 聚 组 氨 酸 标签 的 融合 蛋白 . Baio 等 5659 用 Ni 五 合 的 次 氨基 三 乙酸 (NTA) 作为 配 体 ， 将 
带 有 多 聚 组 氨 酸 标签 的 重组 抗体 固定 在 支持 物 上 . 虽然 Ni 六 对 多 聚 组 氨 酸 有 较 强 的 亲和力 ， 但 
这 种 结合 是 可 逆 的 , 在 含有 组 氨 酸 簇 的 其 他 蛋白 存在 下 ， 可 能 造成 已 固定 抗体 的 脱落 . Ericsson 
等 的 对 这 一 缺陷 进行 了 改进 . 他 们 在 Ni-NTA 的 SAM 表面 引入 了 光 反 应 性 交 联 剂 二 葵 甲 酮 ， 
先 通过 Ni 这 将 Fe 端 含有 组 氨 酸 标签 的 人 IgG 捕获 到 SAM 表面 ， 然 后 二 茶 甲 酮 在 360 nm 紫外 
光 激 发 下 对 IgG 上 的 C-H, O-H 或 N-H 键 进行 进攻 ， 生 成 新 键 (图 8) . 
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Fig. 8 Photo-assisted antibody immobilization via metal chelation 


Be Ni 以 外 , 还 有 CrGID 用 于 固定 抗体 的 报道 ， Welch 等 [四 采用 高 氧 酸 铬 和 乙 二 胺 的 配制 成 
的 水 溶液 修饰 微 孔 板 表 面 ， 然 后 将 抗体 通过 金属 配合 物 为 桥 连 固定 在 微 孔 板 上 , 与 未 经 Cr 
修饰 的 表面 相 比 ， 其 抗原 检测 限 有 了 数量 级 的 提高 . 


2. 10. 固定 化 抗体 的 表征 

免疫 分 析 是 最 常用 于 评价 固定 化 抗体 状态 的 方法 ， 因 为 它 代 表 了 固定 抗体 的 实际 应 用 . 无 
论 是 传统 的 ELISA 还 是 位 微粒 化 学 发 光 免 疫 分 析 ， 都 要 求 固定 的 抗体 具有 正确 的 取向 、 天 然 
的 构象 以 及 在 固 相 表面 上 足够 的 密度 . 而 通过 免疫 分 析 作 为 一 种 间接 的 功能 性 分 析 方法 ， 只 能 
根据 测定 结果 对 抗体 的 状态 和 取向 进行 推断 , 因此 研究 人 员 发 展 了 其 他 独立 的 补充 分 析 方 法 对 
固定 化 的 抗体 进行 表征 . 这 些 分 析 手 段 有 XX 射线 光电 子 能 谱 (X-Ray photoelectron spectroscopy, 
XPS)、 椭 圆 偏 振 光 谱 (Spectroscopic Ellipsometry，SE)、 双 偏振 干涉 分 子 相 互 作用 (Dual 
polarization interferometry, DPI), SPR. NR, AFM, 石英 品 体 微 天 平 CQuartz crystal microbalance, 
QCM)、 飞 行 时 间 二 次 离子 质谱 (Time-of-flight secondary-ion mass spectrometry, ToF-SIMS ) 
等 〈 表 1) . 大 部 分 分 析 手 段 都 只 针对 固定 蛋白 的 密度 进行 定量 ， 而 能 对 抗体 的 取向 进行 探测 
HIF BURA BRE, 


表 1 应 用 于 抗体 偶 联 与 固 相 表面 的 分 析 技 术 


Table 1 Application of surface analysis techniques for immobilized antibody 


技术 方法 输入 输出 信息 应 用 
es 了 ee 定量 载体 表面 
XPS 单 色 X 光 射线 光电 子 元 素 和 化 学 成 分 ee 
po Se 光 的 相位 厚度 、 折 射 率 、 模式 化 分 析 、 
SE yji 和 强度 的 变化 表面 粗糙 度 推断 抗体 形态 
i 2 eee 质量 、 膜 厚度 、 通过 质量 和 膜 厚度 
DPI Bof TARRE 折射 率 、 密 度 推断 抗体 形态 
— 多 角度 反射 光 和 ae 通过 抗体 和 抗原 的 光 吸 收 
SPR 单 色 激光 吸收 光 的 变化 Tae. REE 特性 推断 其 形态 


= = a oa = 
AFM™™" 反馈 驱动 悬 辟 式 纳米 尖端 wi ~ Po Ba 

ToF-SIMS™ ™ EAER, 电离 片段 ， 元 素 半 定量 、 分 辩 rab) 和 Fc 片段 氨基 
“一 级 离子 " “二 级 离子 " 化 学 成 分 、 分 子 量 酸 的 种 类 和 数量 


3 展望 


抗体 的 固定 在 免疫 分 析 的 应 用 中 具有 关键 作用 . 在 固定 过 程 中 最 大 程度 保留 抗体 的 活性 、 
使 抗体 在 固 相 表面 有 正确 的 空间 取向 和 合理 的 空间 密度 是 抗体 固定 化 方法 需要 达到 的 目标 . 
由 于 每 一 种 抗体 Fab 区 域 序列 和 物理 化 学 性 质 都 有 很 强 的 变异 性 , 固 相 表面 自身 的 性 质 也 由 于 
材料 的 不 同 而 不 同 ,因此 很 难 针 对 找到 一 种 定向 固定 抗体 的 通用 方法 , 但 作为 固定 方法 本 身 需 
要 具有 以 下 特点 : C) 反应 条 件 温 和 ， 不 破坏 抗体 的 天 然 构象 ; (2) 固定 的 抗体 需要 具有 尺 可 
能 一 致 的 空间 取向 ， 使 抗原 结合 位 点 尽量 远离 固 相 表面 ; (3) 固定 化 工艺 的 重复 性 好 ， 利 于 放 
K. 随 着 基因 工程 抗体 技术 研究 的 不 断 深 入 ， 使 得 重组 抗体 的 某 一 特定 氨基 酸 位 点 的 定向 突变 
成 为 可 能 ， 因 此 基于 特异 性 位 点 的 定向 偶 联 技术 则 可 能 是 未 来 抗体 固定 技术 的 一 个 发 展 方向 
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